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Souhrn

Cilem prace bylo zavést a optimalizovat laboratorni DNA
technologii - real time PCR - pro detekci mastitidnich pato-
genu ve vzorcich mléka a ovéfit moznosti jejiho vyuZiti
v provoznich podminkach v chovech skotu v CR. Do studie
byly zatfazeny individualni vzorky od jednotlivych krav ze
dvou farem oznacenych chovateli za problémovou
a neproblémovou z hlediska vyskytu mastitid (154 dojnic)
a BTM vzorky (tanky) z 20 farem zahrnujici pfes
5 500 krav. PouZita byla PathoProof Mastitis PCR Assay
pro 11 nejvyznamnéjsich mastitidnich patogenti. Nejvyraz-
néjsi rozdily ve vyskytu patogeni u individualnich vzorka
mezi farmami byly u S. aureus 34 %, S. dysgalactiae 26 %
a S. uberis 14 %.V 85 % BTM vzorku byly identifikovany
koagulaza negativni stafylokoky (CoNS). Druhym
nejrozsirenéjSim patogenem byl S. uberis (75 %). Dalsi
detekované patogeny nasledovaly v poradi: A. pyogenes
(55 %), S. dysgalactiae (50 %), Klebsiella spp (35 %),
C. bovis (10 %) a v 5 % patogeny E. coli a Enterococcus
spp. V Zddném ze sledovanych BTM nebyla nalezena
S. marcescens.

Klicova slova: real-time PCR, mastitidni patogeny,
mléko

Abstract

The aim of this work was to implement and optimize
laboratory DNA technology - real time PCR - to detection
mastitis pathogens in milk samples and test its use in oper-
ating conditions on farms in the Czech Republic. There
were analysed DHL samples from individual cows from
two farms identified as problematic and non-problematic in
terms of mastitis (154 cows ) and BTM samples from
20 farms including over 5 500 cows. The PathoProof
Mastitis PCR Assay including 11 major mastitis pathogens
was used. The most significant differences in the presence
of pathogens in DHL samples between farms were at
S. aureus 34 %, S. dysgalactiae 26 % and S. uberis 14 %.
The highest degree of pathogens identified in BTM sam-
ples were in coagulase negative staphylococci (85 % of
BTM). The second most common pathogen was S. uberis
(75 %). Other pathogens were detected as followed: A. pyo-
genes (55 %), S. dysgalactiae (50 %), Klebsiella spp

(35 %), C. bovis (10 %), E. coli and Enterococcus spp 5 %.
We did not identify S. marcescens in other BTM samples.
Key words: real-time PCR, mastitis pathogens, milk

Uvod

V literature jsou mastidni patogeny casto déleny do dvou
skupin. Napf. materidly z posledniho jednani ICARu
(Anonym ICAR, 2012) je grupuji do skupin:

1. kontaminujicich - nakazlivych (S. agalactiae zptsobu-
jici vice jak 40 % mastitid, S. aureus 30-40 % a pos-
tupné se zarazuje M. bovis).

2. enviromentalnich - streptokoky a enterokoky zptisobu-
jici 5-10 % mastitid, koliformni bakterie (E. coli,
Klebsiela - zptisobujici asi 1% ze vSech mastitid).

K diagnostice jednotlivych patogenti slouzi bakteridlni
kultivace (BC), ktera je brana jako "golden standard" in
mastitis testing - zlaty standard. Pro soucasné potieby pro-
ducentti nebo zpracovateld mléka ma nékteré nevyhody:
trva az 48 hodin, coz je pro zah4jeni cilené 1écby klinickych
mastitid dlouhd doba. Navic vice nez 30% vzorki mléka
mastitidnich krav dava negativni nebo nespecifické vysled-
ky BC (Schwaiger a kol., 2012). Rozsahla Skdla publiko-
vanych praci se vénuje vyskytu zjiSténych patogent
detekovanych BC a poctu somatickych bunék (SCC)
v mléce. Na populacni drovni sledovdni v CR provedli
Rysdnek a kol. (2009). Dalsi praci v CR publikoval Bzdil
(2012). Kultivacnimi metodami zmapoval vyskyt 10 nej-
frekventovanéjSich patogent v rozmezi let 2000-2010.

PouZivdni metod molekuldrni genetiky - PCR
Pouzivani molekularnich metod - PCR pro detekce mas-
titidnich patogent zahajili Hotzel a kol. (1996) pro
Mycoplasmu bovis. Z mnoha vysledki porovnani kultivace
a PCR uvadime recentni publikaci autort Amin a kol.
(2011). Sledovali 124 vzorkii mléka od krav rozdé€lenych
podle SCC na klinické (56x) a subklinické (68x) mastitidy.
U klinickych zjistili S. aureus kultivaci 16 % - PCR 29 %,
E. coli 34 resp. 36 % a S. agalactiae 14 resp. 16 %. U sub-
klinickych mastitid kultivaci 29, 22 a 10 %, a metodou
PCR 31,23 a 12 %. Nékteré vyzkumy rozpracovavaji PCR
detekci pro jednotlivé patogeny nebo konstruuji multiplexy
pro spole¢nou detekci vice mikroorganisma. Pilla a kol.
(2012) konstruovali duplex real-time PCR pro rychlou
identifikaci S. aurea. Test byl srovnan s vysledky bakterial-
ni kultivace a je b&zn€ vyuZivan v laboratofich pro iden-
tifikaci atypickych forem S. aurea. Valls a kol. (2010)
predstavili PCR multiplex pro detekci hlavnich mastitid-
nich patogent ve velkém poctu BTM vzorkid pod nazvem
STARTCHECK?®. Francoz a kol. (2012) publikovali studii,
jejimz cilem bylo odhadnout prevalenci Mycoplasma spp,
S. aureus a S. agalactiae v BTM vzorcich mléka ve stadech
v Quebecu s vyuzitim bakteridlni kultivace a PCR detekce.
BTM vzorky byly odebirany 3 krat za mésic u 117 nahod-
né vybranych stad dojnic. Mycoplasma spp. byla identi-
fikovana u 3 stad (2,6 %) pomoci BC a u 4 stad (3,4 %)
pomoci PCR. S. aureus byl izolovan u 99 (84,6 %) resp.
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112 (95,7 %) stad, S. agalactiae byl detekovan v 9 (7,7 %)
resp 10 (8,6 %) BTM vzorcich. Francoz a kol. (2012) mimo
jiné zduraziuje, Ze pro rozsahld tizemi jako je Kanada je
vyrazna prednost PCR vzhledem k tomu, ze Mycoplasma
spp- jsou velmi citlivé na mrazeni a skladovani a proto
mohou byt k jejich kultivaci pouZity pouze Cerstvé vzorky.
Na zakladé této uvahy mutze byt obtizné realizovat narodni
prevalenc¢ni studii Mycoplasma spp. Pinnow a kol. (2001)
uvadi, Ze citlivost nested PCR pro detekei M. bovis ve zmra-
Zeném mléce byla 100 % ve srovnani s 27% pro kultivaci.

Na moZnostech vyuZziti metody real-time PCR pro iden-
tifikaci nejvyznamnéj$ich mastitidnich patogenti pracovali
vyzkumné tymy 8 pracovist ve Finsku a do dnesniho dne
finska firma, s jejiZz podporou vyzkum probihal, nabizi
5 variant detekce patogent. Kazdy je pro identifikaci
rizného poctu mikroorganismil. Prvni informaci o finské
komplexni technologii pod oznacenim PathoProof™ mas-
titis PCR assay piinesl do CR Bucek (2009). V soucasnos-
ti je tato finska technologie pokryta ochrannou zndmkou
"MasTest™".

Metoda real-time PCR k detekci mastitid se stale propra-
covava, je stale predmétem V VI a ve védeckeé literature jsou
zvetejiilovany prace soutfedujici se na citlivost (Se) a speci-
fitu (Sp) pfi riznych hodnotach Ct a na konfrontaci s bak-
teridlni kultivaci. Podnétnou studii o Se a Sp zvefejnili
Mahmmod a kol. (2013) pro S. agalactiae a S. aureus
u 614 krav. Pfi kontrole uZitkovosti odebrali 2456 vzorkl
mléka ze Ctvrti vemen krav. Pro bakteridlni kultivaci byly
vzorky odebirany asepticky, pro PCR byly pouzity bézné
odebrané vzorky. Vysledky ukazaly, zZe 53 krav bylo pozi-
tivnich na S. agalactiae pti BC. Citlivost (Se) u PCR pri Ct
hodnotach, < 39 < 37 < 34 a < 32 byla 96,2 %, 91,9 %,
87,2 % a 73,9 %, pricemz Se BC byla 25,7 %, 29,9 %,
59,9 % a 72,1 %. Specifita (Sp) PCR pii Ct hodnotach,
<39 <37 <34 a < 32, byla 96,8 %, 96,9 %, 96,7 %,
a 97,22 %, pricemz Sp BC byla 99,7 %, 99,5 %, 99,2 %,
a 98,9 %. Dosli k zavéru, Ze Se PCR je vZzdy vyssi neZ Se
BC pii vSech testovanych Ct hodnotéch.

PouZivani '""MasTest™"' v riiznych zemich

Diagnozu mastitid PathoProof PCR testem porovnavali
s konvencni BC Spittel a Hoedemaker (2012) ve ctyfech
stddech dvou regioni v Némecku. Celkem otestovali
173 klinicky zdravych krav, které mély stanoveny razny
pocet somatickych bunék. Real-time PCR metodou zazna-
mendny pozitivni reakce na patogeny byly podstatné vySsi
(70,6 %), oproti bakterialni kultivaci (32,2 %). V Dansku je
podle informace autori Cederlof a kol. (2012) uvetejnéné
v listopadu minulého roku od cervence 2010 dovoleno
nahradit BC pro mikrobiologickou diagnostiku ur¢enim
patogent metodou DNA - PCR. V roce 2012 bylo hlaSeno
PCR testovani krav z 767 danskych farem. Farmafi si
mohou PCR testy objednat. Vychazeji predevsim z SCC,
do jednoho tydne odeberou vzorky, které jsou analyzovany
pomoci PathoProof™ Mastitis PCR Assay. Vysledky
zasilaji farmafi do Danish Cattle Database, ktera vysledky
PCR testt registruje.

Z vySe uvedené literatury vyplyva, Ze detekce patogent
na bazi DNA analyz je ovéfovana v mnoha zemich. Tyto
metody jsou dal§imi vyzkumy stile rozvijeny a z riznych
tihl& pohledu a potieb specifikovany. V CR, pokud je nam
znamo, nebyla tato technologie ovéfena a optimalizovana
v provoznich podminkach pro bazénové vzorky odebirané
mlékarnami ani pro vzorky od jednotlivych dojnic, ode-
biranych v ramci kontroly uZitkovosti.

Cilem této prace proto bylo, jako soucast projektu apliko-
vaného vyzkumu MZe CR "Vyzkum, nové produkty
a sluzby pro vytvoreni centra prevence, detekce a podpory
1é¢by mastitid":

1. Zavést a optimalizovat laboratorni technologii real-
time PCR v souladu s MasTest schématem pro analyzy
mléka.

2. Provést sondu v BTM vzorcich na pfitomnost
vybranych mastidnich patogent.

3. Odzkouset ziskavani vzorkth mléka v dojirnach pri
kontrole uzitkovosti (KU) a jejich vhodnost k detekci
11 mastitidnich patogent poprvé v CR metodu real-
time PCR.

Material a metodika

Vzorky a logistika

Byly provedeny odbéry mléka od jednotlivych krav
a odbéry vzorkli mléka z tankd (bazénovych) - BTM
vzorku (bulk tank milk).

Odbéry od jednotlivych krav se uskutecnily v fijnu
a listopadu 2012 na dvou farmach (F1, F2) skotu
oznacenych majiteli jako bezproblémova a problémova
z pohledu vyskytu mastitid. Vzorky mléka byly odebirany
v provoznich podminkach stejnym zptisobem, jako vzorky
pro KU. Analyzovany byly individudlni vzorky od
154 dojnic.

BTM vzorky byly odebirany v rozmezi fijna aZ prosince
2012 v den odbéria pro KU z tanki v jednotlivych farméach
pracovniky plemenatskych sluzeb. BTM vzorky z 20 farem
zahrnovaly pfes 5500 krav.

Vzorky byly do laboratorniho zpracovani konzervovany
zmrazenim od 10 do 90 dnti. V akreditované Laboratori
agrogenomiky (akronym "LAG") Mendelovy univerzity
byla DNA izolovana pfimo z mléka PathoProof DNA
Extraction kitem (Thermo Fisher Scientific, Finsko) a pro
detekci mastitidnich patogenti zavedena a upfesfiovana
metoda real-time PCR.

Detekce mastitidnich patogenii

Detekce patogenit byla provedena metodou real-time
PCR, s vyuzitim PathoProof Mastitis PCR Assay (Thermo
Fisher Scientific, Finsko). Pro detekci patogent v indi-
vidudlnich vzorcich byla pouZita varianta 12 Complete
PCR Assay, identifikujici 11 patogent a gen resistence
k B-laktaméasovym antibiotikim. BTM vzorky byly analy-
zovany pomoci 3 Major PCR Assay (detekujici 3 nakazlivé
patogeny) a nasledné i 12 Complete PCR Assay. Parametry
reakci byly nastaveny podle manuélti prislu$nych variant,
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reakce probihala na pfistroji Bio-Rad Chromo4 RT PCR
Detection System (Biorad, USA) s vyuZitim programu
Opticon Monitor 3.1 (Biorad, USA). Ziskana data byla ana-
lyzovana programem Norden Lab Mastitis Studio General
Edition 1.5.1. (Thermo Fisher Scientific, Finsko).

S vyuzitim 12 Complete Assay byly sledovany nakazlivé
patogeny Staphylococcus aureus (SAU) a Streptococcus
agalactiae (SAG) a patogeny enviromentdlni - Staphylo-
coccus spp. (CoNS), Streptococcus dysgalactiae (SDG),
Streptococcus uberis (SUB), Escherichia coli (ECO),
Corynebacterium bovis (CBO, Enterococcus spp. (ENT)
zahrnujici Enterococcus faecalis a faecium, Klebsiella
(KLEB) spp. zahrnujici Klebsiella pneumoniae a oxytoca,
Serratia marcescens (SMAR), Arcanobacterium pyogenes
(APY) a Peptostreptococcus indolicus (PIN).

Pomoci 3 Major PCR Assay byly identifikovany
nakazlivé patogeny Staphylococcus aureus (SAU), Strepto-
coccus agalactiae (SAG) a Mycoplasma bovis (M. bov.).

V dalsi c¢asti publikace jsou uvedeny pouze zkricené
nazvy mikroorganismil.

Systém interpretace ziskanych real-time PCR dat

Ve vystupech ze semikvantitavni real-time PCR je
mnozstvi mikrobidlni DNA vyjadfovano poctem kiizka
(+++, ++, +) a oznacenim +/- jako nejmensi detekovatelny
obsah DNA. Patogeny s vysledkem +/- jsme hodnotili jako
negativni vysledek detekce.

Jakékoliv statistické zpracovavani, vzhledem k mnoZstvi
sledovanych vzorkt, by bylo neinformativni a proto jsme
se 0 né nesnazili.

Vysledky

Validace real-time PCR v Laboratori agrogenomiky
(LAG)

Real time PCR je metoda semikvantitativni a mnozstvi
detekovanych patogent vychéazi z Ct hodnot. Ct hodnota

Tab. 1 Viysledky kontrolniho testu s autory MasTest Finsko

Ct hodnota PATOGEN

SAG M. bov.
Kontrolni test Finsko 28.2 324 28.1
Kontrolni test LAG MENDELU 26.2 31.65 30.69

Tab. 2 Ct hodnoty BTM vzorki ziskané v LAG

predstavuje pocet cykli amplifikace DNA potiebnych
k dosazeni urcité prahové hodnoty fluorescencencniho
signdlu. Cim méné cyklii je potfebnych k dosaZeni Ct hod-
noty (niz§i Ct hodnota), tim veétSi mnozstvi bakteridlni
DNA je ve vzorku mléka. Rozmezi Ct hodnot je pro kazdou
bakterii individualni, maximalni Ct hodnota pro pozitivni
nélez je v systému MasTest 37. Nad tuto Ct hodnotu neni
DNA bakterie detekovand, vzorek je negativni.

Pro validaci uvedené real-time PCR v LAG byl proveden
kontrolni test dvou variant MasTest (12 Complete a 3 Major)
s jejich autory ve Finsku a podle ziskanych vysledki testu
byla dokoncena optimalizace laboratornich postupt
v LAG. Vysledky kontrolniho testu ukazuje tabulka ¢.1.
Patogeny jsou uvadény zkratkami viz metodika. Pro SAU
byla nase Ct hodnota niz§i o dva amplifikacni cykly u SAG
o jeden a naopak u M. Bovis byla nase Ct hodnota
0 2,5 cyklu vyssi. Vzhledem k celkovému rozmezi Ct hod-
not jsou tyto rozdily nepodstatné.

V tabulce €. 2 uvadime zjisténé Ct hodnoty v nami sle-
dovanych BTM vzorcich. Ct hodnoty pro jednotlivé
patogeny se pohybovaly v rozmezi u SAG (36,4-26,0), SUB
(36,6-21,4), SDG (36,9-24,3), CBO (36,1-21,7) a KLEB
(35,0-22,5).

Analyzy individudlnich vzorku

Vzorky byly odebirany v provoznich podminkach pro
KU. Proto mohl byt detekovany vyskyt mikroorganismi
podminén stdjovym prostredim.

Ve vysledcich ze sledovani dvou experimentalnich farem
s celkovym poctem 154 dojnic jsme detekované patogeny
vyhodnotili oddélené na patogeny kontaminujici -
nakazlivé a enviromentélni. Z celkového poctu 11 mikroor-
ganismu, které umoznuje detekovat nami pouzity MasTest
jsou dva nakazlivé (SAU, SAG) a devét enviromentalnich
(APY, CBO, ECO, ENT, KLEB, SMAR, CoNS, ADG, SUB).
Ze 154 vzorku byla 3 % (4 ks) PCR negativnich (nebyl
u nich detekovan zadny ze sledovanych mikroorganismu),
u zbyvajicich byl zjistén alespoinl jeden mikroorganismus.
Do tfi mikroorganismu bylo identifikovano u 43 % (66 ks),
Ctyfi a vice mikroorganismy byly nalezeny u 54 % (84 ks).
Rozdily ve vyskytu nakazlivych patogent (SAU a SAG)
mezi farmami (F1 a F2) jsou uvedeny v tabulce ¢.3. PCR
negativnich na detekci obou nakazlivych mikroorganismi
bylo na F1 62,9 %, na F2 46,4 %. Vyskyt SAU na F1 byl

ENVIROMENTALNI PATOGENY

BTM vzorky NAKAZLIVE PATOGENY

Ct hodnoty SAU SAG M.bov.
mla>$ime’1ln|’ 36.4 295 34.04
minimdlni 26.0

SDG CBO SMAR KLEB
36.6 36.9 36.1 / 35.0
21.4 24.3 21.7 22.5

Tab. 3 Vlyskyt nakaZlivych patogent na farmach F1 a F2

NAKAZLIVE PATOGENY (ks / %)
SAU+ PCR

Pocet
krav SAU SAG

Farma

SAG  negativni

2 60 2 52
F2 112 1.8 53.6 1.8 46.4

Tab. 4 Vyskyt enviromentalnich patogent na farmdch F1 a F2

ENVIROMENTALNi PATOGENY (ks / %)

SDG CBO SMAR KLEB PCR
negativni

Farma Pocet
krav  SUB

) 112 11 3 3 50 54 38
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35,7 %, SAG 4,8 %. Na F2 SAU 1,8 %, SAG 53,6 %.
Spoleény vyskyt SAU a SAG byl na Fl1 zaznamenéin
u24 %,naF21,.8 %.

Z deviti moznych enviromentdlnich patogenli jsme
vybrali pét, které vykazovaly nejvétsi variabilitu mezi far-
mami (SUB, SDG, CBO, SMAR, KLEB). Vysledky detekce
u farem jsou shromazdény v tabulce ¢.4. PCR negativnich
vzorkt bylo na F1 30,9 %, na F2 33,9 %. Vyskyt péti envi-
romentdlnich patogent v procentech na farméach F1 versus
F2: SUB 23,8-9,8, SDG 28,6-2,7, CBO 16,6-2,7, SMAR
21,4-44,6, KLEB 33,7- 48,2. Nejvétsi rozdily mezi farma-
mi byly zaznamenény ve vyskytu SAU 34 %, SDG 26 %
a SUB 14%.

Nejvice mastitid se obecné vyskytuje u dojnic
v pocatecni fazi laktace, proto jsme do vysledkd zaradili
i vystupy z detekce patogent v mlezivu. K dispozici jsme
méli pouze sedm vzorki mleziva. Ve vSech byl nalezen
alespoil jeden patogen. Z toho z nakazlivych pouze SAG
5 ks, z enviromentalnich SUB 2 ks, SDG 3 ks, CBO 0 ks,
SMAR 6 ks, KLEB 3 ks.

Pri odbérech vzorki bylo ziskano také 9 vzorkt mléka od
krav s projevy klinické mastitidy. PCR negativni na celou
fadu nami vybranych patogent byla pouze jedna krava
7 deviti mastitidnich, nebyl u ni detekovan ani jeden z nami
vybranych patogent. U ostatnich byl nalezen alespoi jeden
patogen, z toho nakazlivé SAU 3 ks, SAG 1 ks, z enviro-
mentalnich SUB 3 ks, SDG 2 ks, CBO 2 ks, SMAR 0O ks,
KLEB 3 ks.

Pilotni pruzkum v BTM vzorcich (tancich)

Sledovani bylo uskute¢néno ve 20 BTM vzorcich.
V 50 % BTM vzorkt bylo detekovano od 1 do 3 mikroor-
ganismu. V dalSich 50 % byly identifikovany 4 az 6 mikro-
organismi viz tabulka ¢.5. Zadny BTM vzorek nebyl PCR
negativni, ve vSech byl identifikovin minimalné jeden
patogen. Pii tom v jednom tanku byl nalezen pouze jeden
druh (CoNS), ve tiech tancich 2 druhy, v Sesti 3 druhy,
v sedmi 4 druhy, ve dvou 5 druhli a pouze v jednom tanku
bylo identifikovano 6 druht patogend.

Tab. 5 Podet druhii detekovanych patogent v BTM vzorcich

PATOGENNI MIKROORGANISMUS (poéet druhii)
1Mo

BTM

2M0O 3MO 4MO 5MO0O G6MO

NAKAZLIVE PATOGENY
SAG SAU + M. hovis

BTM vzorky
n=20

pocet krav

5500 SAU

BTM vzorky pocet krav

n=20 5500 APY ECO

ENT

Mastitidni patogeny jsou dale, odbobné jako u indivi-
dudlnich vzorki, rozdéleny na nakaZzlivé a enviromentélni.

Ve 13 tancich (65 %) nebyl identifikovan zZadny ze sle-
dovanych nakaZzlivych patogenti (PCR negativni). V dalSich
6 tancich, to je 30 %, se vyskytoval nejvice SAU a pouze
jedenkrat byly zaznamenany SAG a M. bovis viz
tabulka ¢.6.

Ze sledovanych 9 enviromentalnich patogent se ve vSech
tancich nalezl alespoii jeden druh viz tabulka ¢.7. Z udajt v
této tabulce je patrny nejvysSi vyskyt enviromentdlnich
patogeni CoNS dosahujici 85 % BTM. Druhym nej-
roz§ifenéjSim enviromentdlnim patogenem byl SUB
(75 %). Dalsi detekované patogeny nasledovaly v poradi:
APY (55 %), SDG (50 %), KLEB (35 %), CBO (10 %)
a v 5 % patogeny ECO a ENT. V zZadném ze sledovanych
tankl jsme nediagnostikovali SMAR.

Diskuze

Ve vysledcich ze dvou experimentalnich farem (celkem
154 dojnic) jsme se zamérili na dva infekéni a 5 enviro-
mentalnich z celkem 11 patogent, které umoziuje deteko-
vat nami pouzity multiplex MasTest. Ve sledovaném
souboru dojnic jsme vSak zazanamenali vyskyt vSech
11 patogenti. Diference mezi farmami ve vyskytu nék-
terych patogeni by mohly byt ovlivnény i podestylkou,
kterd byla rozdilna. V této praci jsme patogeny v pode-
stylce nesledovali. Recentni publikace Paduch a kol.
(2013) v této souvislosti uvadi, Ze na strucich krav byly
s podestylkou asociovené S. uberis, E. coli a dalsi
koliformni bakterie. Informuje o vyskytu S. aureus,
S. uberis, E. coli ve strukovych kanalcich. Pro interpretaci
naSich vysledkt je dulezité, Ze pritom S. aureus nebyl
s materidlem podestylky asociovan. I pfi nasem malém
poctu dojnic jsme zaznamenali mezi farmami znacné
rozdily ve vyskytu S. aureus (34 %), S. disgalactiae
(26 %) a S. uberis (14 %).

Pro citlivost (Se) a specifitu (Sp) real-time PCR jsou
dualezité Ct hodnoty. Ve vysledcich v tab. ¢.1 a 2 uvadime
Ct hodnoty z "kontrolniho testu" pro 3 patogeny a nami
ziskané Ct hodnoty pro 7 patogent pii sledovani BTM
vzorkti. U kontrolniho testu se nase Ct hodnoty liSily od
autord MasTestu u jednotlivych patogenti o 2 stupné -
cykly, coz pokladame, pfi jiném vybaveni nasi laboratore,
za dobry vysledek. O Ct hodnotiach pro analyzy vzorka
z BTM jsme Zadnou publikaci nezaznamenali. K diskuzi je
proto pouZzita price Mahmmod a kol. (2013), zaméfend na
ruzné Ct hodnoty u S. agalactiae v asociacich k citlivosti
(Se) a specifité (Sp) PCR testu, u 614 dojnic. Pro
S. agalactiae citlivost u PCR pfi Ct hodnotach do 39 byla
96% a pri Ct 32 byla 74 %, tzn., se snizujici se Ct hodno-
tou se snizuje citlivost PCR. Specifita u PCR byla stejna
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pti Ct hodnotach do 39 i pti Ct 32. LiSila se pouze v fadu
desetin. Dosli k zavéru, Ze Se PCR je vzdy vyssi nez Se
BC pfi vSech testovanych Ct hodnotich. V naSem sle-
dovani jsme S. agalactiae odhalili pouze v jednom
z 20 BTM s Ct hodnotou bliZici se hodnoté 30. Tato nizsi
hodnota muze ukazovat na vysokou koncentraci
zivotaschopnych bunék S. agalactiae u nékolika krav nebo
na problém s patogenem S. agalactiae v celém chovu.
U velmi rozsifeného patogenu S. aureus se pohybovala Ct
hodnota od 36 do 26.

Prevalenci mastitidnich potogeni v BTM uvadénou
v naSich vysledcich (tab. 6 a 7) miZeme pouze informa-
tivng porovnat se situaci v CR v minulych letech. Znidmé
jsou pouze prace RySanek a kol. (2009) a Bzdil (2012),
kteté vSak vychazeji z bakteridlni kultivace mikroorganis-
mu. Nase vysledky jsou ziskany real-time PCR. Podstatny
je i rozdil v mnozstvi analyzovanych vzorkt. Pro jedno-
dussi prehled uvadime % prevalence vybranych patogenti
v poradi (RySanek a kol., 2009) - Bzdil (2012) - Vrtkova
(2013). S. aureus 12 % - 16 % - 30 %, S. agalactiae 3 % -
5% -5 %,S. dysgalactiae 13 % - 5 % - 50 %, Enterococcus
spp- 19 % - 0,7 % - 5 %, S. uberis 14 % - 22 % - 15 %,
E. coli7l %, -7 % -5 %. Uvedené hodnoty prevalenci upo-
zorfiuji na potiebu vénovat u chovii v CR vétsi pozornost
u nakazlivych patogent S. aureus a u enviromentalnich se
zaméfit na S. uberis.

K validaci, v této publikaci pouzité real-time PCR, pfis-
piva prvni porovnani vysledk BC a real-time PCR v CR
uskuteénéné kolektivem autorti a zvefejnéném v clanku
Cervinkova a kol. (2013). U souboru 53 vzorkt mléka
uvadéji celkovou shodu pro sledované mikroorganismy
82 % v BC versus PCR. Z patogenti uvadénych v nasem
¢lanku poukazujeme na shodu 91 % u S. agalactiae, 89 %
u S. dysgalactiae, 85 % u S. uberis a 83 % u S. aureus.
Z jiného pohledu na vysledky Cervinkova a kol. (2013), Ze
metodou real-time PCR byl zjist€n o 6 % vétsi vyskyt
u S. agalactiae, o stejné procento u S. dysgalactiae, o 4 %
vice S. uberis a 0 2 % vice S. aureus. Z malého poctu dosud
sledovanych dojnic vSak nelze pfisoudit ndmi rozpacova-
vané a pouzité technologii real-time PCR lepsi nebo pres-
néjsi zachyt vyskytu uvadénych patogenti.

Jako feSitelé nové zahajeného projektu aplikovaného
vyzkumu v programu KUS MZe véfime, Ze postupné
dosahneme obdobnych parametri jako napf.: Spittel
a Hoedemaker (2012) v Némecku. U 173 klinicky
zdravych krav real-time PCR metodou zaznamenali pozi-
tivni reakce v 70,6 % pripadu, oproti 32,2 % pri bakterial-
ni kultivaci.

K podpofe vhodnosti real-time PCR pro BTM vzorky
v CR, kde jsme v 30 % detekovali S. aureus av 5 % S. aga-
lactiae a M. bovis, lze pouzit tidaje z vyzkumu Francoz
a kol. (2012), ktefi ze 117 stad dojnic S. aureus identifiko-
vai v 84,6 % stad (BC) a v 95,7 % stad (real-time PCR).
Obdobné S. agalactiae 7,7 % resp 8,6 %, Mycoplasma spp
2,6 % resp. 3,4 %. Vyrazna prednost PCR oproti kultivaci
se realizuje u M. bovis vzhledem k jeji velké citlivosti na
mrazeni a skladovani a proto potiebé Cerstvych vzorkl pro

kultivaci. Dokumentoval to jiz Pinnow a kol. (2001) tuda-
jem, Ze citlivost PCR pro detekci M. bovis ve zmrazeném
mléce byla 100 % ve srovnani s 27 % u kultivace.

Vysledky tohoto pilotniho vyzkumu budeme déle
dopliovat, zpfesiiovat a v konecné fazi budou formou uce-
lené metodiky poskytnuty uZzivateliim v CR.

Podekovdni
Préce vznikla s podporou projektu MZe CR QJ1210301.
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